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免疫能低下による肝転移巣形成防止対策 としての OK‐432投与の意義をラット腹水肝癌 AH130を

Donryuラ ットの門脈内に注入し,肝 転移巣を作成するモデルで検討した。

AH130移 植後14日日の肝転移巣数は実験群 (n=8)715± 45。9(SD),対 照群 (n=8)149.3± 61.9

であった(p<0.01),AH130移 植後の生存 日数は実験群334± 8.1日(n=9),対 照群21.8±6.9日(n=

6)で あった (p<0.01). ラ ット末梢血 T cell subsetはW3/25HLK十 が実験群51.9±7.0%(n=7),

対照群41.8±7.2%(n=6)で あった (p<0025).免 疫能賦活は肝転移巣形成の抑制に有効であった。

索引用語 :肝転移抑制,OK‐ 432, ラ ット腹水肝癌

は じめに 正.実 験材料および方法

消化器癌の手術においては原発巣の切除が可能で手   1,実 験動物および腫瘍

術の時点で治癒切除と判断されても術後肝転移巣が発   実 験には体重200g～250gの雄のHOS‐Donttuラ ッ

見されることがある。このような肝転移巣は手術時す   卜 44匹を用いた。腫瘍は佐々木研究所提供によるラッ

でに存在していた微小転移巣がその後増大したもの  卜 腹水肝癌 AH130を 用 いた。腹水肝癌 AH130は

か,手 術時の操作に伴う腫瘍細胞の血中への遊離によ  Donryuラ ット腹腔内で7日 ごとに継代し,実 験には

る転移の結果生じたものであるか判別は困難である。  継 代 7日 目の腫瘍を使用した。

しかし消化器癌において肝転移巣の有無は予後を左右   2.免 疫賊活剤

する重大な要因であり,肝 転移の抑制は非常に重要な   免 疫能の賊活にはOK,432(中 外製薬株式会社

問題 となっている。 Picibanil)を用いた。.実 験には OK‐432 50KE vialを

開腹手術や麻酔は一般の患者においても癌患者にお  生 理食塩水2mlに て溶解し使用した。
いてもさらに動物実験においても免疫能を低下させる   3.方 法

ことが報告されている。～り,一方,手術時には手術操作   1)実 験群 (A群 )と 対照群 (B群 )の 作成
による腫瘍細胞の血中への遊離も転移巣の形成に関し   A群 :Donttuラ ット腹腔内にOK-432 5KE/0.2ml

てはひとつの要因と考えられている。 これらのことは  (約 25KE/kg)を 7日間連日投与した。

手術前後の時期が転移巣の形成にとって多くの問題を   B群 :A群 と同様にDonryuラ ット腹腔内にOK‐

含んだ重要な時期であることを示している。われわれ  432の かわ りに生理食塩水0.2mlを 7日 間連日投与し

はこのような観点からラットを使用し免疫能賦活によ  た 。

る肝転移巣形成の抑制効果を検討した. 2)肝 転移巣モデルの作成

A群 および B群 の Donryuラ ットをエーテル浅麻

<1987年 11月18日受理>別 刷請求先 :山下 亮 一     酔 下に腹部下中切開にて開腹し,十 二指腸を翻転し門

〒860熊 本市本荘1-1-1 熊 本大学医学部第1   脈 本幹を直視下に26‐gauge注 射針にて穿刺し腹水肝

癌 AH130を 注入した。腹水肝癌 AH130は 門脈内注入
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に先だって Hanks液 (Hanks' balanced salt solu‐

tion)に浮遊 させ腫瘍数を5X106cel1/mlに調整 し,

ラット門脈 内には106cel1/0.2mlを漏 出 しない よ う

ゆっくり注入した。注入後は穿刺部を約 5秒 間軽 く圧

迫 し止血を行った。

3)効 果の評価

a.肝 転移巣数

1),2)の方法で作成 した A群 8匹 ,B群 8匹 のラッ

トについて AH130F弓脈内流入後14日目に屠殺し,肝臓

を摘出した。摘出した肝臓は10%formaldehyde固 定

後3mm幅 で全害」し全割面で肝転移巣数を検討した。屠

殺の際には肺も同時に摘出し肺転移巣の有無も検討 し

ブこ.

b.生 存 日数

aで 使用した16匹のラットとは別に1),2)の 方法で

作成 した A群 9匹 ,B群 6匹 につ い て腹 水 肝 癌

AH130門 脈内注入後の生存 日数を比較 した。死亡時に

全4/11剖検を行い,肝 転移,肺 転移の状況を確認した。

c.OK‐ 432投与によるラット末浦血 T celi subset

の変化について

図 1 腹 水肝癌AH130F弓脈内注入後14日目の摘出肝

(A群 )
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a,bで 使用した31匹のラットとは別に1)の方法で A

群 7匹 ,B群 6匹 を作成した。OK‐432投与終了の翌日,

ユーテル浅麻酔下に開腹 し下大静脈を穿刺 し5mlの 採

血を行なった。

T cell subsetの 測定にはmonoclonal抗 体 W3/13

HLK,ヽ V3/25HLK,OX8‐ HLを 用い,aOw cytOmetry

法にて測定したつ。.

d.肝 転移巣周辺の組織所見について

aで 肝転 移 巣数 を比較 した肝臓 の固定 標 本 は

hematoxylin‐eosine染 色を行い,肝 転移巣周辺の組織

所見を光顕下に検討しA群 ,B群 で比較 した。

H.結   果

1.肝 転移巣数

腹水肝癌 AH130F弓 脈内注入後14日 目の肝転移巣数

ヤまA群 71.5±45.9(n=8), B群 149.3±61.9(n=8)

で A群 は B群 にくらべ有意に肝転移巣数が少なかっ

た (p<0.01).音 」検時に肺転移巣は A群 ,B群 いずれ

にも認められなかった (図 1, 2, 3).

2.生 存 日数

腹水肝癌 AH130門 脈内注入後 の生存 日数 はA群

図2 腹 水肝癌 AH130門 脈内注入後14日目の摘出肝

(B群 )
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表 l T cell subset

図 5 肝 転移巣周辺の組織像.hematOxylin‐eosine染

色 (×400)

A:OK‐ 432投与群,B:OK・ 432非投与群

IIE.考  察

動物実験による肝転移巣の形成について数多 くの報

告があ りの～1い,そ れらの方法にもとづき実験的に肝転

移を抑制する研究が種々の方法や,薬 剤の使用により

行われてきている。抗痛剤を使用 した り,抗 凝固剤を

使用 した多 くの報告がみられ1'121,最
近では prOstacy,

clinを使用した報告もみられる1ゆ
.

抗癌剤の長期間の使用はその強力な細胞障害性のた

め種々の問題が生じ,抗 癌剤の使用が血管内皮細胞を

障害しその抵抗性を減弱させ逆に転移を増大させたと

の報告もみられる10。一方,抗凝固剤は血中に遊離 した

腫瘍細胞の着床を阻害することが主たる作用であ り,

究極的には抗腫瘍性を有する他の薬剤の併内が必要に

なってくるものと思われる。さらに大量の抗凝固剤は

出血傾向を生じ,手 術の前後の時期に使用することに

は問題がある。

手術はそれにともなう麻酔 とともに免疫能を低下さ

せ, しかも手術操作によって腫瘍細胞の血中への遊離

もおこり,手 術の時期は癌の転移巣形成にとって非常

に重要な時期であると思われる。手術前後の時期にお

図3 腹 水肝癌AH130門脈内注入後14日目の肝転移
巣数 (meanttSD。)

Att  B辞
71.5±45.91493± 61.9

( n = 8 )    ( n = 8 )

図 4  腹 水肝癌 A H 1 3 0 F 弓脈 内注入後 の生存 日数

(meanttSD)

33.4±8.1日 (n=9), B群 21.8±6.9日 (n=6)で あっ

た。A群 は B群 にくらべ有意に生存 日数の延長を認め

た (p<0.01).死 亡時の剖検ではすべてのラットに著

明な肝転移が認められた。肺転移巣はA群 で 1匹 ,B

群で 2匹 に認められた。A群 ,B群 全例癌死であった

(図4).

3,ラ ット末浦血 T cell鈍bsetの変化

A群 7匹,B群 6匹の末精血 T celi subsetをW3/

13HLK,W3/25HLK,OX8‐ HLを 用いて検討した結

果 W 3 / 2 5 H L K + はA 群 5 1 . 9 ±7 . 0 % ( n = 7 ) , B 群

41,8±7.2%(n=6)で A群 は B群 にくらべ有意に高

い値を示した(p<0.025)。W3/13HLK十 ,Ox8‐HL十は

A群 ,B群 間に差を認めなかった (表1).

4.肝 転移巣周辺の組織所見

A群 において多くの肝転移巣周辺に著明な小円形

細胞浸潤が認められた。B群 の肝転移巣周辺ではごく

軽度の小円形細胞浸潤を認めるにすぎなかった (図

5 ) .

A  群 B 群

( n = 7 ) % (n=6)%

W3/13 HLK+

W3/25 HLK+

OX 8-HL+

65 3=L7 3・

5 1 9±7 0

1 6 2±1 9

5 8 8 ±6 0

41 8こと7 2

1 5 9±4 7

NS‐

<0_025

NS

Ⅲ meanttSD  … 有意差なし
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ける免疫能の賦活はこの点からその効果が期待される

ものであるが, さらに手術により腫瘍細胞の絶対数が

大幅に削減されるこの時期は,免 疫賦活剤による抗腫

瘍効果が最大限に発揮されると考えられ,免 疫賦活剤

の使用には最も適した時期であると思われる。

今回われわれは広く使用されている免疫賦活剤のひ

とつであるOK‐432を用いて,そ の肝転移巣形成抑制

効果を実験的に検討した。

OK‐432は2つ の抗腫瘍作用を有している。第 1は

OK‐432が直接腫瘍細胞を障害し抗腫易性を発揮する

ものであり,第 2は OK‐432が宿主の免疫能を賦活す

ることによりこの免疫能を介して抗腫瘍性を発揮する

ものである1ゆ
.OK‐432の直接の腫瘍細胞障害作用には

対象となる腫瘍細胞によって薬剤感受性の差が種々の

程度に認められている。今回実験に用いたラット腹水

肝癌 AH130に 対してのOK‐432の直接細胞障害作用

はほとんどないことが確認されている10.

実験的なOK‐432の投与法としては,腫 瘍細胞を移

植する前に投与する方法,同 時に投与する方法,そ し

て腫瘍細胞移植した後に投与する方法の3つが考えら

れる。日中らは,OK-432を ラット腹水肝癌AH7974に

対して使用する実験でOK‐432をAH7974移植前に投

与した場合にのみ効果を認めたと報告している1の
。こ

れとは逆に腫瘍細胞移植後にOK,432を投与した場合

にのみ効果を認めたとの報告もある1ゆ。このような投

与法による効果出現の相違は,実 験系の違いにより

種々に生じると考えられる。われわれはAH130移 植前

にOK‐432を投与する実験を行い効果を認めた。

OK‐432の抗腫瘍効果については数多くの研究が行

われ報告されているが,OK‐432は非特異的にmacro‐

phageを活性化させるIの191,このmaCrophage活性化

こそが宿主免疫能賦活機構の重要な要素である2い。さ

らにOK‐432はmacrophageだけでなくreticulo en‐

dothelial system(RI弱)全体の機能を賦活することが

認められている2D。またOK‐432はnon specIIIc klller

cellを活性化させ2の2り,Tリ ンパ球機能を活性化する

ことが報告されている2212ゆ.ゎ れわれの実験において

もラット末浦血 T cell subsetの測定で,OK‐432の腹

腔内投与によりTリ ンパ球の分化が促進されW3/25

HLK■分画が増加したことが確かめられた.ま た肝転

移巣周辺の組織所見で認められた小円形細胞浸潤も

OK‐432投与によるTリ ンパ球機能の活性化と関連あ

ることを示していると思われた。

門脈から注入移植された腫瘍細胞はそのほとんどが
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肝臓に trapされるの。その後の腫瘍細胞の増殖や転移

巣の形成は,宿 主の防禦機構の違いにより差が生じて

くるものと考えられる。われわれの実験におけるOK‐

432の効果は,OK‐ 432の直接の抗腫瘍作用によるもの

ではなく,宿 主の免疫能を賦活することによって好結

果をもたらしたものと思われる。

今回の動物実験 と臨床にみられる肝転移 とでは多 く

の点で相違点があり臨床ではさらに複雑な問題を有し

ているが, この実験結果からみて,消 化器癌患者の手

術前後の時期における免疫賦活療法は,肝 転移巣形成

の抑制に関してある程度の効果が期待され,消 化器癌

患者の予後の改善につながるものと考えられた。

ま と め

1,Donryuラ ットの門脈内に腹水肝癌 AH130を 注

入して実験的肝転移巣を作製した。

2.免 疫賦活剤 OK‐432を AH130注 入前にラット腹

腔内に投与し,そ の肝転移抑制効果を検討した。

3.AH130注 入後14日 目の肝転移巣数は,OK‐ 432投

与群は対照群より有意に少数であった。

4.AH130注 入後の生存 日数は,OK-432投 与群では

対照群より有意に延長をみとめた。

5.ラ ット末浦血 T cell subsetの検索では,OK‐ 432

投与群で対照群 より有意にW3/25HLK十 の増加が認

められた。

6.免 疫能賦活によるラット肝転移巣形成の抑制効

果が認められた,
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